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(54) Tide: VACCINE COMPOSITION CONTAINING POLYRJBOSYLRIB1TOL PHOSPHATE AND METHOD FOR MAKING SAME 

(54) TOre: COMPOSmON VACCINALE CONflPRENANT DU POLYRIBOSYLRIBITOL PHOSPHATE ET SON PROCEDE DTI 
F/JiRl CATION 

(57) Altstract 

A vaccine a>mposirion containing one or more antigens comprising the high molecular weight capsular polysaccharide of type 
b Haemophilus influenza, or polyribosylribitol phosphate, coupled to the tetanus toxoid and an aluminium-based adjuvant, wherein the 
alumimimi-based udjuvant has, in its natural state, or following anion addition, a zero point of charge of less than about 7.2. A method for 
making said vaccine composition is also described. 

(57) Abreg£ 

L'mventtan conceme une composition vaccinale comprenant au moins un antigfcne constitui par le polysaccharide caosulairc de 
Haemophilus influenzae type b ou Polyribosylribitol Phosphate a haut poids moleculaire couple a Vanatoxine tdtanique ainsi qu'tm adiuvant 
k base d aluminium dans lequel Padjuvant a base d'aluminium prdscntc par nature on aprts addition d'anions un point de dime zero 
inf^neur a environ 7.2. L invention a egalement pour objet un proced6 de fabrication d'une telle composition vaccinale 
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(X: Wk'.' OSrf JON \'A^::K.^.t'; COH^V^'/.ivV -ft ,-o , >s>.-u;v ^ . . 

I .'invention conccmc 1b doatome c!c<: oouspxhions Ywri>.>-.i<-> ,.; 
parr«r.uli&*!neut les compositions vaccinalcs comprcuant au j.mins un 
constftue par le polysaccharide capsulahc cle Ifteraopbilus influenzae, type t, uV: 
polyribosyhibitol phosphate a hmi r.cnds tnolc-cnlniiR rwM » Y}-w«Mv,r. .:.'.>,»,;,-.■. 

Oii cormatt dans Part anterieur, c.t notamrucnt jvar. farttclc "Quantitative .Tod 
Qualitative Analyses of Serum Antibodies Elided in Adults by Haeinophiln.: 
influenzae Type b and Pneumococcus Tj-pe 6A Capsular Polysaccharide Tetanus 
Toxoid Conjugates" Rachel Sclmecrson cl al, Infect. Immuii. May 1986, un antique, 
que l'on peut utiliser a des fins vaccinales chcz l'hornme afin dc le proicgcrdra 
infections provoquces par Haemophilus influenzae type b. Get amigene est constitute 
par un polysaccharide capsulaire de la baeteric, le polyiibosyhibitol phosphate ^ 
PRP) qui est rendu T-dependant grace a im couplnge a une proteine portcuse, 
I'anatoxine tetanique. Des essais realises chez des enfants rhesus ont inontre, ainsi que 
le rapporte cet article, que la rcponse immunitaire etatt a la fois plus importante et plus 
prccoce, si 1'antigene dtait associe a de l'hydroxyde d'aluminium. Cepcndant, ainsi que 
le mentionne un autre article intitule" "Clinical and Immunologic responses to the 
capsular polysaccharide of Haemophilus influenzae type b alone or conjugated to 
tetanus toxoid in 1R-23 month-old children", Bo A. Claesson and al, The Journal of 
Pediatrics, May 1988, on a pu remarque que cet antigene, adsorbe sur hydroxydc 
d'aluminium etait, aprcs stockage moins immunogene que 1'antigene maintenu en 
solution saline, ce qui peut etre dfl a une degradation du polysaccharide. 

Afm de resoudre ce probleme de stabilite des PRP-T, il a ete propose dans 
l'art anterieur de le lyophiliser. Cette solution, si elle permet bien .a 1'antigene de 
conserver son caractere immunogene au cours du temps, presente cependant des 
30 inconvenients, notamment au niveau de la fabrication ; la lyophilisation et les 
operations particulieres de conditionnement qu'elle requiert compliquent le precede de 
fabrication, ce qui en augmente le cout. En outre, au moment de l'administration, ii est 
necessaire d'effectuer une reprise du lyophilisat, ce qui signifie qu'il est necessaire de 
disposer en plus du lyophilisat d'un liquide de reprise de ce lyophilisat ; cette operation 
35 represente une contrainte supplemental pour le praticien et comporte, comme toutc 
manipulation, le risque d'etre mal effectuee. 
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P,n ontrc, mi certain noinbre de combinations vacrmp-lcs Knuidcs i^sHiuK>r 
^ raligencs 'Forbes sar un iidjpvant a base, fiWumnrium ci. il serait avariia&c.i>~ <<:■. 
tjouvxj?., r»2ii5 perte d'inunmiopeiiicbtf, lz\\r aicuter I f Hntig&ne consume par Jc PRP-T. 
Eu effct, la solution proposee par Part anlerieur er consistent cn unc seringur- 
S pavi^ulicre & 2 compartimente (un premier compartiment contenaut le PRtvf sous 
forme lyopliilisee et un second compartrment confenaut les autres antigenic;; m 
suspension aqueuse) dont le contenu est melange cxtemporanernent au moment d( : . 
i'acainnistration n'est pas satisfaisantc tant au niveau des coitts dc fabrication nu'ai: 
niveau des operations h effeciucr par Ic praticien. 

30 

II est done souhaitable de pouvoir disposer de composition vaccinate liquide 
comprenant I'antigenc constitue par 1c PRP-T ayant un ties bon caracteie immunogcric 
conserve au cours du temps, et dont les conditions de fabrication permcttent ia 
production au moindre coflt. 

15 

Pour atteindre ces bins, J'invention a pour objet une composition vaccinate 
comprenant au moins un antigene constitue par 1c polysaccharide capsulairc de 
Haemophilus influenzae type b ou Polyribosylribitol Phosphate a haut poids 
moleculaire couple a 1'anatoxine tetanique ainsi qu'un adjuvant £ base d'aluminium, 
20 caracterisee en ce que l'adjuvant a base d'aluminium presente un point de charge zero 
inferieur a environ 7,2. 

On a ainsi remarque que, de fa9on surprenante, dans ces conditions, le PRP-T 
conservait au cours du temps en milieu liquide, son tres bon caractere immunogene. 

25 

Selon une caracteristique particuliere de ('invention l'adjuvant a base 
d'aluminium comprend des hydroxydes d'aluminium auxquels ont ete ajoutes des 
anions. 

30 Ainsi, il est possible d'utiliscr un adjuvant parfaitement qualiftc pour une 

utilisation vaccinale tout en conservant au PRP-T en milieu liquide une trfts bonne 
immunogenic^. 

Selon une autre caracteristique de ['invention, les anions sont choisis parmi les 
35 phosphates ou les citrates. 

Ainsi, la composition obtenue presente toutes les garanties de securite 
necessaires a une administration vaccinale. 
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5 0n P cl,t a) " si disposer de cttTObinaisons vaccinates iiqixidc^, s^btes, 

lesquelles chaque anlig&w conserve son hnmunoaeniciit, ce qui pgnnet mi pratfofco. 
sens manipulation supplement™ dc sa pnrt, de vacciner rfmullMisrnent cewtrr. 
piusieurs maladies ; ccci perroei dc reduire le;: coots A la ibis en i-.e qui conconc les 
prcduits et cn ce qui conccrne le nombre cie visitcs k effeciuer. 
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L'inycntion a cgalemcnt pour objet un precede cIk fabrication d'unc 
composition vaccinale coroprenant au moins un antigene constitue par le 
polysaccharide capsulaire de Haemophilus influenzae tj-pe b ou Polyribosylribitol 
Phosphate a haut poids mol6culaire couple a l'anatoxme tetaniquc* caracteiise en ce 
15 qu'il consiste a adjuver la composition vaccinale au moyen d'une suspension de 
complexes d'aluminium ayant un point de charge zero inferieur a environ 7.2. 

La presente invention sera mieux comprise a la lecture de la description 
detaillee qui va suivre. 

20 

L'antigenc constitue par le polysaccharide capsulaire de Haemophilus 
influenzae type b est un polymere lineaire consistant en ribose, ribitol et acide 
phosphorique dont la structure monornere est la suivante : 
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Le nombre de monomeres de ce type est eleve (superieur a 100), ce qui 
conduit a un polysaccharide dont le poids moleculaire est de l'ordre de 500 000 a 
1 000 000. 



Uii Id anug&m: pent p?:r cxcmpJe ctrc cuMonn .s-Hou ^ ~.rctlio;.l:-. .:u\ovhf. 
5 "Oua&tltative and Qufciiumvc anaiy-is senun fsmibodies- 'slkciiori in finite by 
Haemophilus influenzae typr, b and Pneninnr-occns type. oA c#.psutei' poIy$iK:c)if«i-idp.- 
torami!; to>;oT(l conjugates" Schwers-'in rt al. Tv>fr:ci . 'hir.wr-. ; yjonoryo. 

Lcs caractdristiqucs propves i cct finlJ^cnc : nombre elevf fie morjoocres clu 
10 polysaccharide, nature de la prul&ue porteuse, nature tie la liaison entjc Ic 
polysaccharide et la proteine portcuse, iui coufercnt clcs qualites prnticulicrcs et 
notamrnent une tres bonne inrniunogciiiciie. 

Afin de conserver ces qualites en milieu Hquide au corns du temps, il a 
15 maintcnant ete trouvc qu'on pouvait iHiliser des complexes d'ahuuiuiuhi Jo»t Ic point 
de charge zero &ait inferieur a environ 7 t 2. En effet, on a trouvc que, de fa^on 
surprenantc, lorsque le PRP-T est associe k de teis complexes d'aluminium, son tres 
bon caractere immunogene est conserve au cours du temps en milieu liquide et ce, ouel 
que soit son degre de fixation aux complexes d'aluminium. 

20 

Le point de charge zero des complexes d'aluminium est l'cquivalcnt du point 
isoelectrique des proteines : e'est le pH auquel la charge en surface des complexes 
d'aluminium est nulle. En fait, ce point de charge zero est approche par des mesures de 
potentiel zeta qui peuvent etre realisees selon differentes techniques, la methode de 
25 base etant I'electrophorese. II est possible d'effectuer les mesures au moyen d'un 
appareil tel que le DELSA 440 de Coulters Electronics, Hialeah, Fl, USA. 

Les methodes et appareils de mesure pouvant etre differents, les resultats 
obtenus peuvent egalement varier. Lcs complexes d'aluminium convenant aux fins de 
30 Tinvention sont ceux pour lesquels ce point de charge zero est inferieur a environ 7,2, 
cette valeur de 7,2 ne pouvant etre qu'unc valeur approximative. 

Les complexes d'aluminium convenant aux fins de Tinvention sont ceux qui, 
par nature, ont un point de charge zero inferieur a 7,2 ou ceux qui peuvent etre 
35 modifies afin d'abaisser leur point de charge zero. 

Parmi les complexes d'aluminium ayant par nature un point de charge zero 
inferieur a 7,2, on peut citer ceux communement appeles phosphates d'aluminium dans 



t->o::s^dc=a d'antvcs scLs civic ics f>iiOSpl><-1cs flVh^vr^ih'^i. W o y v- »-t>-v !■- 
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II pcut s'agir epalcment de complexes d'aluinLvijum obioius pw. )£j".uou r;.-:-. 
car;;:)i)Mf'c dc sod Sinn eri tft^roon VB^ nor dcr vn*f - »: -v : -' .:. 

Avec de tels complexes, bien que )c PRP-T soil complctamcut cm 
10 paiiicllcment lie aux complexes d'aluminium, son irnmunogenicite est conservee m 
corns du temps. 

Altemativcment, il est possible selon I'invention d'ul il&scr ties complexes 
d'aluminium qui, par nature ont un point de charge 2ero superieur a 7,2 et qui sont 
) 5 modifies pour abaisser cc point dc charge. 

II s'agit notamnient des complexes d ! aluminium connus dans le domains des 
adjuvants vaccinaux comme etant des hydroxydes d'aluminium, mcrnc si d'un point dc 
vue chimique, ils ne sont pas constitues exclusivement d'hydroxyde d'aluminium. II 
20 peut notamment s'agir de 1'hydroxyde d'aluminium ALHYDROGEL ® fourni par la 
Societe SUPERFOS BIOSECTOR a/s, du produit utilise comme adjuvant dans le 
D.T. Coq ™ commercialism par la Societe PASTEUR MERIEUX S & V ou encore du 
produit utilise comme adjuvant dans le Rccombivax ® commercialise par la Societe 
MERCK. 

25 

Selon I'invention, la modification de ces complexes d'aluminium consiste en 
1'ajout d'anions. Les anions ajoutes peuvent etre de differcntes natures, a condition 
qu'ils presentent toutes les garanties de securite necessaires pour une utilisation a ties 
fins vaccinales. On a remarque que I'ajout d'ions citrates ou d'ions phosphates 
30 convenait particulterement bien aux fins de I'invention. Les ions phosphates peuvent 
notamment etre apportes par une solution contenant du phosphate monopotassique, du 
phosphate disodique et du chlorure de sodium. 

II est possible £galement d'utiliser une combinaison de differents anions, par 
35 exemple une combinaison d'ions phosphates et d'ions carbonates. 

II est possible que les anions soient ajoutes a la suspension de complexes 
d'aluminium prealablement a I'ajout du PRP-T, ou que les anions soient ajoutes au 
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aniens <;?>oisi5; ava&t dc >o poncr m covuaU do iV.dji^vr.ui. 

5 La quantum ei'ytjions aioutds est cslcui.;^. pour »b«;tssui k* )>:>iut uc <v--r. y-r. >,.'•• 5 

des complexes d'aluminium utilises a uoc valcm* iti'f&J.euvc. a environ '//■•:. ( .^o f > 
i]\i*rti)l& varic rfonc en fonct'on dc la ntfvkv, or*; rrv**>pf , '' vr ' , ' : •''^'■»!'t' ; ! v " ^<' T ' ' 
que de la quantite d 'anions cvcnliiciiement iippf.u'ics* psr les subKiarivCi:. Li?i'V«o;i 
utllisees. Sa determination est L la portee dc J'hoinmts dc I'Kri. 

10 

Ainsi, on obtient unc composition vaccinale stable a l'etal liquide, o'est- a* fine, 
dans laquelle le PRP-T conserve son bon cntaclere imnnmogeru;. 

On a en outre remarque que, grac? a I'ajout d'anions, la fixation du PRP-T am: 
15 complexes d'aluminium etait reduite, cc qui doil conliibucr m mniatien de; son 
integrate et done de son immunogenicitc. 

Bien que cela ne soit pas preferentiel au sens de Tinvcntion, il est possible 
Egalement d'ajouter des anions aux complexes d'aluminium ayant par nature un point 
20 de charge zero deja inferieur a environ 7,2. Dans ce cas, on a remarque que le point de 
charge zero peut etre abaissi, et que la fixation du PRP-T aux complexes d'aluminium 
est egalement reduite. 

Par fixation, on entend toute forme de liaison rendant le PRP-T inaccessible 
25 au dosage lorsque, apres centrifugation, on recueille le surnageant. 

Les compositions vaccinales scion 1'invention comprennent Tantigene 
vaccinal constitue par le PRP-T mais peuvent cornprendre egalement d'autrcs 
antigfenes vaccinaux et notamment ceux destines a proteger contre la diphteric, le 

30 tetanos, la coqueluche (cellulaire ou acellulaire), la poliomyelite, I'hcpatite A, Thepatite 
B...etc. En fait, tout antigene vaccinal compatible avec le PRP-T et les complexes 
d'aluminium est susceptible d'entrer dans la composition vaccinale selon Tinvention. 
On peut ainsi disposer de combinaisons vaccinales liquides permettant, en une seule 
administration, de vacciner contre plusieurs maladies. Les compositions vaccinales 

35 selon 1'invention sont particulierement adaptees a I'administration a de jeunes enfants. 

De plus, on a remarqu£ que Tutilisation d'une telle composition vaccinale 
liquide permettait lors de la vaccination de rappel effectuee chez des nourrissons de 
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1 0 o anatoxins tetanique purifice (ATP) 

• anatoxinc diphterique purifiee (AD?) 

• melange cellulaire Pertussis 

• PRP-T (cxprime cn poids de PRP) 

• mcrthiolate 

IS . • hydroxydc d'aluminium (cxprime en Al) 
tel que ceiui present dans le D.T. Coq ™ 

• phosphates 

9 tampon tris 1 0 mmolaire comprenant du 
saccharose a 8,5 % 
20 • eau p.p.i. qsp 



1 unito vaccinante 

1 unite vaccinantc 
15 OU (unites opacimetrifjucs) 
12 Mg 
43,75 pg 

0,3 trig 

30 pmoles 
0,125 ml 

0,5 ml 



Les ions phosphates sont apportes a partir d'une solution contenant du phosphate 
monopotassique, du phosphate disodique et du chlorurc de sodium. 



25 Exempl e 2 



On a test£ chez de jeunes enfants 1'immunogcnicite de ia composition vaccinate 
obtenue selon 1'exempie 1, comparativement a Timmunogenicite d'un vaccin de Tail 
anterieur, constitu^ par le vaccin commercialise sous la marque TETRAct-HIB™ et 
30 qui possede les memcs valences vaccinales mais ou la valence PRP-T conservee 
lyophilisde est reconstitute juste avant 1'injection par la composition vaccinale 
contenant les anatoxincs diphteriques, tetaniques ainsi que le melange cellulaire 
Pertussis. 

35 Ce test a ete realise sur un groupe de 262 nourrissons, dont 130 ont re?u la 
formulation selon Texemple 1 ct 132 ont re<?u le vaccin commercial 
TETRAct-HIB ™. L'administration des vaccins a ete effectuee a 2, 6 et 12 mois en 
intra-musculaire. 
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Ap)cy la second?. injector*, 9K% f>vc;r. Ic vaccin :x:)on Pirivcmian) W % (;wc . 
VKCcin selon Tart antcrieur) drs nooirissons fcv«iciiT ^ox r! r :-v.^'-.r>» ; ^ -^m "! ■ v 
w.>j_i6ric-.nr a O.ii ji^'ml ; ce. li-ux efait Httriut aprcs Iff 3 tine wiecrion tOic^; ; I'd % ;»(■■:■. 
nourrissons ayaiil rerm le Yncci;i selon Invention ct chcx 99 % tics; nom:mi:onK ;iv^t 
10 ve5u le vaccin selou Tart anierieur. 

Apres la 3eme injection, les quantiles d'anticorps diiigds centre chiicnnc tier, valences 
vaccinolos ctaicnt cn moyenne les suivantes : 



15 



fois ; 



Diphtcnc 

uymi 


yaccinmaiiu'-ricur 
1,35 


V»r-f-ji i it'Vi-.ntiu.' » 
L56 


Tetanos 
Ul/m! 


5,1 




Titre 
Agglutin.Pertussis 
GMT 


597 


601 


PRP 
Hg/m! 


5,8 




injection de rappel effectuee a 12 mois, les quantttes d'anticorps etatcnt 




Vaccin art anterieur 


Vaccin invention 


Diphterie 
Ul/ml 


3,2 


'i,5 


Tetanos 
Ul/ml 


12,0 


11,5 


Titre 
Agglutin. Pertussis 
GMT 


2447 


2560 


PRP 

*ig/ml 


19,4 


32,6 



20 Ces resultats montrent que la combinaison vaccinate obtenue selon 

Tinvention est stable ; en effet I'injection de rappel effectuee sur des enfants de 12 
mois, a ete realisee avec un vaccin ayant ete fabriqufi 18 mois auparavant : or les 



;?npi;:it:'.:T ^vt;c \ft comp;>sii.koa v?!cr>i;;il^ scion riirvcmiio;!, par raj^pou a u/fct ;^;*>;-l 
obv>nu iivcu un vccttij) (?c Va*i mncf-i ienv posscdaut les mS»'ir.. 1 - v:;lmc*c<; v»r:f.i.ir-i)c;s. 

Dc-ii cio.v-s dc oomposlliou vucci ir-dc te.Hc qw dc?:/iic a I'cxcrupic 1 soni rnni^mies ;\ 
+ A°C pendant 18 k 24 mois puis sont utilisees dans un essai cliniquc 5»>.c)uant i(W 
10 enfants. . 

Les titres obtenus pour chacune dcs valences vaccinates sunt recapitules dans ie 
tableau ci-aprts. 





Avant vaccination 


Aprer. vaccination 


Diphteric 
G.M.T. 


0,013 


0,736 


Tetanos 
G.M.T. 


0,181 


3,831 


PRP G.M.T. pg/ml 


0,22 


6,40 



15 

On peut ainsi voir que, meme apres un stockage de longue durec a +4°C, la 
composition vaccinale selon I'invention conserve son caractere immunogene, tant en ce 
qui conceme le PRP-T que les autres antigenes vaccinaux. 



20 Exemple 4 

On prepare des compositions vaccinal es comprenant chacune du PRP-T en une 
concentration de 20 \ig de PRP/ml, en presence de complexes d'aluminium de 
dififerentes natures, et de differents points de charge z£ro (PCZ). La quantite de 
25 complexes d'aluminium est telle que la concentration en aluminium dans la 
composition est de 0,6 gfl. 

Composition 1 : Complexe d'aluminium constitue par de 1'hydroxyde d'aluminium tel 
que celui utilise dans le vaccin D.T. Coq™ commercialise par PMsv. PCZ = 1 1,3 

30 

Composition 2 : Complexe d'aluminium constitue par de 1'hydroxyde d'aluminium tel 
que celui utilise dans le vaccin Recombivax ® commercialise par Merck. PCZ = 7,4 



oiiLcuu jj-sit* m61&V£0 do i'i>U»i'V7C de ;»ooiun* oi- ;(*ji.o;:;.'i.-f:U' rif*;:!r»Uv.. PC' ; '. : •'>.'/ 

Compaction 4 : Coffip!c>:o tfaimrlrnnvi co)>n;:uo;' yv,r U\ proouit apjuiJe Alnui n 
5 oUcnu par icaciiori de carbonate- rte sodium tejr.iuon V V>2 ?;nr wJfs.tr.s v. 
potassium et d'alunuiiiutu. PCZ- 5,4 

Les compositions vaccimdes sr«)t oUe.mH-s .pi* j:iuj>))c- m-f-teugc: ?:usj>::ii$io)^: 
coutenant lcs complexes d'aluminium et du PRP- ' if. 

10 

jExenrple 5 

On teste J'ixnmunogenicitc chez des souris des differeutes compositions obtemirc. 

15 Afm (5c verifier la stabilitc immunogenique, on soumrl lcs compactions oiHrum^ A 
des conditions de vieillissemcnt accelere, i.e. qu'on les conserve 2 scmaines a 37°C 

Le test dimmunognicite est effectue sur des souris de 22-24 g & qui on administre en 
sous-cutane des doses de 0,5 ml contenant chacune 2,5 \x% de PRP. Lcs administrations 
20 sont effectuees a JO et a J 14. On preleve le sang des souris a J 14 et k J21 et on 
determine le taux d'anticorps par dosage radio immunologique. Le nombre de souris 
inoculees pour chaque composition vaccinale est de 8. 



25 



Le resultat est consider^ satisfaisant si : 

• on a au moins 75 % des souris a J2 1 qui ont un titrc > 0,5, 

• on a une difference significative entre les resultats obtenus a J 14 et ceux obtenus a 
J21. 



30 On considere que la composition vaccinale obtenue est stable si les resultats obtenus 
apres vieillissement accclere sont satisfaisants. 

Les resultats obtenus pour lcs compositions testees sont recapitules dans le tableau ci- 
apres : 

35 



J ; :*_ _ £ ■ 

^ \ 

acide, la composition vaceinale obtehue est: stable:. 

On vcrifie pour chacune des compositions de I'cxcmplc 4, lc poui-cwilajj* de PRP-T 
fixe aux complexes d'aluminium. 

10 Pour ccla, on centrifuge chacune des compositions ; on recueille U- sumageanl daivs 
lequcl on dose par ELISA ou par RIA la quantite dc PRP-T non fixe. 

La difference entre la concentration de PRP-T dans la composition de depart ct la 
quantite dosee dans le surnageant permet de determiner le pourcentage de PRP-T fixe. 

15 

Les resultats obtenus sunt relates ci-aprtc : 

CI: 100% 
C2:100% 
20 C3:100% 
C4: 70% 

Exemple 7 

25 On modifie la composition 1 en lui ajoutant des tons phosphates afin d'obtcnir unc 
concentration de 50 mMole/1. Le test d'immunogenicite realise chez la souris apres 
vieillissement accelere de la solution conduit alors a un resultat satisfaisant. 




L. 



CA 



La extermination du pourcentage de fixation de PRP-T aux complexes d'aluminium 
30 montre que, dans ces conditions, seul 20 % du PRP-T est fixe. 



On ^v;-.:Iif?^ la composition J un rjou;^u u-uc >bi:; do*: c-ilr^w; 
u>>::. covjeiiUaiion do 200 ttiMofo/1. 

f> 

Lc? lest d'mmiunogerucU6 realise chcz la kou:*1k sprcs v I ci 1 1, i sj.:c-;\"» e» > t s-.ccclru". iV\ -i- 
fcohitiOtt conduit: alors k mi rcsoltax ^afisf^isKMi. 

U; detcmvinstion du pouincntaijc de fixation dc PRP-T wx complexes cr^h^rihiinw; 
1 0 montrc que, dans ces conditions, Je PRP-T r i est phis du tout fixe. 

Exempli* 9 

On rnodifie la composition 2 cn lui ajoutanl der> ions phosphates arm d'ohtemr m»e 
15 concentration de 20 mMole/l . 

Le test d'immunogenicite rdalise chez la souris apres vieilUssenwnt accclere dc la 
solution conduit alors a un vesultat satisfaisant. La determination du pourcentage de 
fixation de PRP-T aux complexes d'aluminium montre que, dans ces conditions, 1c 
20 PRP-T n'est plus du tout fixe. 

Exemole 10 

On modifie la composition 3 en lui ajoutant des ions phosphates en diffcrentes 
25 quantites et on determine le pourcentage de fixation du PRP-T aux complexes 
d'aluminium. 

Si la quantite d'ions phosphates ajoutee est telle que la concentration en phosphates 
dans la composition est de 2 mMole/l, le pourcentage de PRP-T fixe est reduit a 10 %. 

30 > 
Si la quantite d'ions phosphates ajoutee est telle que la concentration cn phosphates 
dans la composition est de 4 mMole/l, le PRP-T n'est plus du tout fixe. 

Les tests d'immunogenicite realises chez la souris apres vieillissement accelere de la 
35 solution sont satisfaisants. 



concr.nt.:Mion dc 60 lulviole/i. 

La ri&.a.mination du pomTe;it?*c c dfi PRP-T iixc ho>: c^oh^iho:^: r>Vl:»\^ini ^mmh. 
qua, dans ees conditions, 55tntl ?.() % du P>i?-T cs? ford lc:;t rVinvr^ ^r^n^f;. 
r&Hsii ihtz )a :;ouris; apre;; vWilbNemeut acct ; .lcn'. do Ir Njhii ion c (ui(U;n A s it-:.-- > 
satisfaisant. 

Excm plc 12 



On prepare une composition vaccinate a partir (ks elements sui wnts : 


• Hydroxydc d' Aluminium (exprime en Al) 




• PRP-T (exprime en poids dc PRP) 


10 mk 


• ADP 


1 dose vaccin?ntc 


• ATP 


1 dose vaccinantc 


• Phosphates 


15 jtMoles 


• Antigfcnes Polio type I 


40 U 


type II 


8U 


type III 


32 U 


• Anatoxine Pertussis 


25 


• F-H A Pertussis 


?5 fig 


• tampon tris 50 mmolaire 


0,125 ml 


comprenant du saccharose a 42,5 % 




• eaup.p.i. qsp 


0,5 mi 



Les tests d'immunogenicite relatifs au PRP-T realises chez la souris avec une solution 
30 ainsi preparee, ainsi qu'avec une solution stockee 1 mois a 37°C, une solution stockee 
2 mois a 25°C, et une solution stockee 6 mois a 4°C, ont tous conduit a des resultats 
satisfeisants, ce qui montre la stabilite du PRP-T dans un tel environnenicrit. 



35 



Exemple 13 

On prepare une composition vaccinale a partir des elements suivants : 



a ATP 

<> AnHtoxiiic Pertussis 

»P>:otciuc Kbs (tc)lc nnc prr-suite 

c^iiis to vacciu GeMtavac B PASTtf-UR®) 
• Anttgcnes Polio *ype I 




type II 
type III 



40 U 
«U 

3:>u 



• phosphates 

• caibouates 

• tampon tris 50 mMolaire 
comprcnantdu saccharose a 42,5 % 



20 n Moles 
5 (iMoles 
0,125 ml 



• eau p. pa. 



qsp 



0,5 ml 



On verifte la stabilite de la solution ainsi prcparee en la soumettant 2 semaines a 
37°C et en effectual* ensuite un test d'immunogenicite du PRP-T chez )a souris ainsi 
que cela a ete decrit a I'cxcmple 5. 

Les rcsultats obtenus sont satisfaisants. 

On realise un test d'immunogeniche de la proteine Hbs ; ce test est realise chez la 
souris et consiste a doser les anticorps anti-Hbs par ELISA, puis a determiner la Dose 
Effective 50 % qui doit, pour que le test soit consider^ sattsfaisant, etre inferieure a 
0,970 ng de proteine Hbs. 

Les resultats obtenus avec la solution preparee cornme indique ci~dessus et 
maintenue 2 semaines a 37°C avant d'etre testcc, ont ete satisfaisants. 

Exemple 14 

On prepare une composition vaccinale a partir des elements suivants : 



• Hydroxyde d'Aluminium (exprime en Al) 

• PRP-T (exprime en poids de PRP) 

• ADP 



0,3 mg 
10 ^g 

1 dose vaccinante 



^ / /.it >. 


"i «) f to 


<i TFtrt'ttYrifiC 




^ oPcfiflCiiliR 


I 1 !' 


« P i r»f f* \r\t» M rt «• f trl 1 r n u k t»i '<* <i r.r f c f ' p w ^ 

<J J; 1 11 (X>i£ Its J. WIT* 1(\_*1IW ^.Jt'V* J'JA-ov^-tw » ,f '.i.'i» 


• vv i (.^ 






cs Avtf ic«-ui' 1 ; \*v\ io fvoe ) 






3U 


1 n tvoe III 


32 U 


• phosphates 


20 1 1. Moles 


• carbonates 


10 j iMoles 


• MgCb, 


5 |iMolcs 


• tampon tris 50 mMolaire 


0,125 ml 


1 5 comprcnani du sacchaiosc a 42,5 % 




• eaup.p.i. qsp 


0,5 ml 



Lcs tests d'immunogenicite relatifs au PRP-T realises ainsi que cela a etc decrit a 
Texemple 5, et ceux relatifs & la proteine Hbs realises ainsi que cela a itd decrit a 
20 Vexemple 13, ont tous conduit 4 des resultats satisfaisants, montrant la stabilitc de la 
composition vaccinale selon I'invcntion. 



ilEVENDlCATICyr-ii- 

1. Composition vaccinate ccraprenani an xnoins vu wtigeaci cooi.liiuc: p;:v b 
jjoivsacchari.dc capsulaire de Haemophilus influence type b ou }'o!y:Ib^ryhibacI 
Phosphate a haut poids moldciuairc couple a ^anatoxins • teianique ainsi qu'tm 
adjuvant a base d'aluminium, caracterisee en <:c que ['adjuvant a base dW.iuiiimuui 
presante un point de charge zero inferieur 4 environ 7,2. 

2. Composition vaccinate selon ia revendication 1, caracterisee en ce que 1'adjuvant h 
base d f aluminiuiii comprend des hydroxydes d'aluminium auxquels ont etc ajoulcs 
des anions. 

3. Composition vaccinate selon la revendication 2, caracterisee en ce que les anions 
sont choisis parmi les phosphates et les citrates. 

4. Composition vaccinate seion une des revendications precedentes, caracterisee en ce 
que Tadjuvant a base d'aluminium comprend des phosphates d'aluminium. 

5. Composition vaccinates selon une des revendications precedentes, caracterisee en 
ce que Tadjuvant a base d*aluminium comprend des sulfates de potassium et 
d'aiuminium. 

6. Composition vaccinate selon une des revendications precedentes, caracterisee en ce 
qu'elle comprend en outre une ou plusieurs des valences vaccinates choisies parmi : 
la diphterie, le tetanos, la coqueluche, 1'hepatiteB, la poliomyelite. 

7. Proc&ie de fabrication d'une composition vaccinate comprenant au moins un 
antigene constitue par le polysaccharide capsulaire de Haemophilus influenzae type 
b ou polyribosylribitol phosphate coupte a 1'anatoxine tetanique, caractcrise en ce 
qu'il consiste a adjuver la composition vaccinate au moyen d'une suspension de 
complexes d'aiuminium ayant un point de charge zero inferieur a environ 7,2. 

8. Proccde selon la revendication 7 t caracterise en ce qu'il consiste a ajouter aux 
complexes d'aiuminium des anions choisis parmi les phosphates et les citrates. 
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